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A cat vaccine formula 
including at least three 
polynucleotide vaccine valencies 
that each include a plasmid 
containing a cat pathogen valency 
gene capable of being expressed 
in vivo in host cells. Said 
valencies are selected from the 
group which consists of feline 
leukaemia virus, panleukopenia 
virus, infectious peritonitis virus, 
coryza virus, caiicivirus disease 
virus, feline immunodeficiency 
virus and optionally rabies virus. 
Said plasmids include one or 
more genes per valency, and 
said genes are selected from 
the group which consists of env 
and gag for feline leukaemia, 
VP2 for panleukopenia, modified 
S, M and N for infectious 
peritonitis, gB and gD for coryza, 
capsid for caiicivirus disease, 
env and gag/pro for feline 
immunodeficiency and G for rabies. 
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FORMULE OE VACCIN POLYNUCLE0TIDIQUE FELIN 

La presence invention a trait a une formule de vaccin 
permeccar.c la vaccination des chacs concre un certain nomhre de 
pathologies. Ella a egalement trait a une mechode de 
vaccination correspondante . 

On a deja propose par le passe des associations de vaccins 
contre certains virus canins. 

Les associations developpees jusqu'a present etaient 
realisees a partir de vaccins inaccives ou de vaccins vivancs 
et eventuellemenc de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compacibilite entre valences et de 
stabilite. II faut en effet assurer a la fois la compacibilite 
encre les differences valences de vaccin. que ce soic au plan 
des differents antigenes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes , notamment dans le cas ou l'on combine a la fois 
des vaccins inactives et des vaccins vivants . II se pose 
egalement le probleme de la conservation de tels vaccins 
combines et de leur innocuite notamment en presence d' adjuvant. 
Ces vaccins sonc en general assez couteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092. WO-A-93 19183, WO-A- 
94 21797 ec WO-A-95 20560 ont fait usage de la technique 
recemment developpee des vaccins polynucleotidiques . On saic 
que ces vaccins utilisenc un plasmide apte a exprimer dans les 
cellules de l'hdce l'antigene insere dans le plasmide. Touces 
les voies d' adininistracion one ete proposees ( incrapericoneale. 
incraveineusa, incramusculaire, cranscucanee. incradermique , 
mucosale, etc.) . Differencs moyens de vaccination peuvenc 
egalement etre utilises, tels que AON depose a la surface de 
particules d'or et projece da facon a penetrer dans la peau de 
1' animal (Tang ec al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 
injecteurs par jet liquide permettant de transfecter a la fois 
dans la peau, le muscle, les cissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furth ec al . , Analytical Biochemistry, 205. 365-368, 
1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques. 

L' invention se propose done de fournir une formula de 
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dirterences, y compris fragmencs, cotiservanc la capacics a 
ir.duire une reponse procaccrice. La nocion de gene recouvra Les 
sequences nucleocidiques equivalences a celles decrices 
orkis^en: dans Les exemples, c'esc-a-dirs les sequences 
differences mais codanc pour la mime procaine, sile recouvre 
aussi les sequences nucleocidiques d'aucres souches du 
pachogene considers, assuranc une. proceccion croisee ou une 
proceccion specif ique de souche ou de groupe de souche. Ells 
recouvre encore les sequences nucleocidiques qui one eta 
modifiees pour facilicer 1' expression in vivo par 1' animal hoce 
mais codanc pour la meme proceine. 

De preference, la formula da vaccin salon l'invencion 
comprend les valences panleucopenie, coryza ec calicivirosa . 

On pourra ajoucer lea valences leucemie feline, 
immunoddf icienca feline et/ou p^ritonite infeccieuse. 

Sn ce qui concerae la. valence coryza, on prefers mettre.sn 
euvre les deux g£nes codant pour gB at gD, dans des plasmides 
diffsrents ou dans un seul et mdme plasmide, ou uciliser 1 ' un 
ou 1' autre de ces g6nes. 

Pour la valence leuc&nie feline, on utilise de preference 
les deux g£nes env et gag/pol int6gr£s dans deux plasmides 
differencs ou dams un seul et mdme plasmida ou le g£ne a.-, 
seul . 

Pour la valence immunod6f icience ff Aline, on preferera 
uciliser les daux g&nes env et gag/pro dans des plasmides 
differencs ou dans un saul et mama plasmida, ou un seul de ces 
g£nes. De prAfArence encore, on utilise le g&ne env de FeLV-A 
ou les gfcnes env da FeLV-A et FeLV-B. 

Pour la valence peritonite infectieuse, on pref&re 
uciliser 1' ensemble des deux gfcnes M et S modifie dans daux 
plasmides diff£renc3 ou dans un saul et mdme plasmide, ou l'un 
ou 1'aucre de ces g&nes. S sera modifiA pour rendre inaccifs 
les epitopes facilitants majeurs, de preference salon 
l'enseignement de la demande PCT/FR95/01128 . 

La formule de vaccin salon l'invencion pourra sa presenter 
sous un volume de dose compris encre 0,1 ec 3 ml ec en 
parciculier entre 0,5 et 1 ml. 

La dose sera generalement comprise entre .10 ng et 1 erg, de 
preference entre 100 ng et 500 ^g et plus pref arencieliament 
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cosibinaisona. la composition des plasmides. Las volumes d a 
dose, Las doses, ate. 

Las formulas de vaccin monovalent peuvant aussi ecra 
ucilisees (i) pour la preparation d'une formule de vaccin 
polyvalent eel que decrit plus haut, (ii) k cicre individual 
contre la pathologie propre, (iii) associees k un vaccin d'un 
autre cype (entier vivant ou inactive, recombinant, sous-unite) 
centre une autre pathologie ou (iv) comme rappei d'un vaccin 
comme decrit ci-apr6s. 

La presente invention a en effet encore pour objet 
1' utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine k vacciner les chats 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique 
{monovalent ou multi-valent ) du type da ceux de 1'art 
anterieur, choisi notamment dans la groupa consistant en vaccin 
encier vivanc, vaccin entier inactive, vaccin da sous-unite, 
vaccin recombinant, ca premier vaccin presentant (e'esc-i-dire 
contenant ou pouvant exprimar) la ou les antig£ne(s) coda{s) 
par le ou les plasmides ou antig£ne{s) assurant una protection 
croisee. 

De mani^re remarquable, la vaccin polynucleotidique a un 
effet de rappal puissant sa traduisant par une amplification de 
la reponse imxnunitaire at 1 ' instauration d'une immunite da 
longue duree. 

Da mani&re g^nerale, les vaccina da primo-vaccination 
pourront §tra choisis parmi las vaccina commerciaux disponibles 
auprfcs das diff Grants produccaurs da vaccina vit^rinaires . 

L' invention a aussi pour objat un kit da vaccination 
regroupant un vaccin da primo-vaccination tal qua decrit ci- 
dessus at una formula da vaccin salon 1' invention pour le 
rappei* Ella a aussi trait k una formula da vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notica indiquant l'usaga de cette 
formule comme rappei d'une primo-vaccination telle qua decrice 
ci-avant , 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des chats, comprenant 1 ' administration d'une 
formule de vaccin efficace telle qua decrit plus haut. Caeca 
methode de vaccination comprend 1' administration d'une ou de 
plusieurs doses de formule da vaccin, ces doses oouvant £tre 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le syst£me ceilulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les syst^mes cellulaires k utiiisar pour chaque virus sont 
bien connus de i'homme du metier. Brtevement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu M MEM) ou un 
autre milieu approprte, sont inocuISes avec la souche virale etudiee en utiiisant 
une multiplicity d'infection de 1. Las cellules infect^es sont alors incub^es k 
10 37°C pendant le temps necessaire k ['apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Extraction des ADNs gdnomiques viraux: 

Apr&s culture, le surnageant et les cellules lys£es sont recoit£es et la totalite de 
15 la suspension virale est centrifugSe k 1000 g pendant 10 minutes £ + 4°C 
pour Glimmer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors rdcoltdes par 
ultracentrifugation k 400000 g pendant 1 heure k + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentre est trait^e par la proteinase K ( 1 00 /yg/ml final) en 
20 presence de sodium dodecyl sulfate (SOS) (0,5% final) pendant 2 heures k 
37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phinol/chloroforme, 
puis pricipiti avec 2 volumes d'6thanol absolu. Apris una nuit k * 2G°C, I' AON 
est centrifugd k .10000 g pendant 15 minutes k + 4°C. La culot d'ADN est 
sech4, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure stirile. II peut alors 
25 <§tre dig£r£ par des enzymes de restriction. 

Exemple 3 : Isoiement des ARNs gdnomiques viraux 

Les virus k ARN ont 6t6 purifies seion les techniques bien connues de I'homme 
du m6tier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
30 utiiisant la technique d'extraction M thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" dScrite par P, Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Siochem. 1987. 
162. 156-159). 
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P8249 (28 mer) (SEQ 10 N° 2) 
5'TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3' 

pour amplifier un fragment da 1947 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine Env du virus FeLV-A (souche Glasgow-1) sous la forme d'un 
5 fragment Sall-BamHK Apr6s purification, le produit de RT-PCR a et6 diger£ par 
Sa/\ et BamHt pour donner un fragment Sall-8amHI de 1935 pb. 
Ce fragment a et6 ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exempie 6), prealablement 
diger6 avec Sa/\ et 8amH\, pour donner ie plasmide pPB1 79 (6804 pb) {Figure 
N° 2). 

10 

Exempie 8 : Construction du plasmide pPB180 (gdne env virus FeLV-B) 
Una reaction de RT-PCR salon la technique de I'exemple 5 a et6 reaiisee avec 
TARN g6nomique du virus de ia leucdmie teline (sous-type FeLV-8), prepare- 
salon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
1 5 PB281 (29 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCACCC 3' 
PB282 (32 mer) (SEQ ID N° 4) 

5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3' 

pour amplifier un fragment de 2005 pb contenant le gine codant pour la 
20 glycoproteine Env du virus FeLV-B (Figure N° 3 et SEQ ID N° 5) sous la forme 
d'un fragment Sall~8amHI. Aprts purification, ie produit de RT-PCR a 6t6 digerd 
par Sa/\ at BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1995 pb. 
Ca fragment a 4t6 ligaturd avec le vecteur pVR1 01 2 (exempie 6), prealablement 
digeri avec Sal\ et BamH\ t pour donner le plasmide pPB180 (6863 pb) (Figure 
25 N° 4). 

Exempie 9 : Construction du plasmide pPB181 (gfcne FeLV gag/poi) 
Una reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a at6 reaiisee avec 
I'ARN genomique du virus de la leucdmie feline (sous-type FeLV-A) (Souche 
30 Glasgow-1), prepare saion la technique de I'exemple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PS283 (33 mer) (SEQ !0 N° 6) 
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la technique de I'exemple 3. et avec les oligonucleotides suivants: 
A8103 (38 mer) (SEQ 10 N° 11) 

5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3' 
A81 1 2 (25 mer) (SEQ ID N° 12) 
5 5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 5' du gene codant pour la glycoproteine 
S du virus sous la forme d'un fragment Notl-EcoRI. Apres purification, le produit 
de RT-PCR de 492 pb a ete digere par Not\ et EcoRl pour liberer un fragmer.. 
Notl-EcoRI de 467 pb (fragment A). 
1 0 Le plasmide pJCA089 (Demande de brevet PCT/FR95/01 1 28) a ete digerd par 
EcoR\ et Spel pour libdrer un fragment de 3378 pb contenant la partie centrale 
du gene codant pour la glycoproteine S modified du virus de la PIF (fragment 
8). 

Una reaction de RT-PCR salon la technique de I'exemple 5 a et6 realtsee avec 
15 TARN genomique du virus de la PIF (Souche 79-1146), prepare salon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB1 13 (25 mer) (SEQ ID N° 13) 
5'AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3' 

AB104 (37 mer) (SEQ ID N° 14) 
20 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 3' du gene codant pour la glycoproteine 
S du virus de la PIF sous la forme d'un fragment Spel-Notl. Apres purification, 
le produit de RT-PCR de 543 pb a ete digere par Spe\ et Not\ pour liberer un 
fragment Spel-Notl de 519 pb (fragment C). 
25 Les fragments A, B et C ont ensuite 6te ligatures ensemble dans le vecteur 
pVR1 012 (exemple 6), prealablement digere par Not\, pour donner le plasmide 
pAB053 (9282 pb), qui contient le gene S modifie dans la bonne orientation par 
rapport au promoteur (Figure N° 8). 

30 Exemple 12 : Construction du plasmide pAB052 (gene FIPV M) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
t'ARN genomique du virus de la peritonite infectieuse. feline- (PIF) (Souche 79- 
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selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
A80S1 (36 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'AAAACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3' 
AB064 (40 mer) {SEQ ID N° 20) 

5 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3' 

pour amplifier un fragment de 2856 pb contenant le g6ne codant pour ia 
glycoproteins gB du virus FHV-1 sous la forme d'un fragment Psti-Notl. Apr£s 
purification, le produit de PCR a et£ dig^re par Pst\ et Not\ pour donner un 
fragment Pstl-Noti de 2823 pb. 
10 Ce fragment a eti ligature avec le vecteur pVR101 2 (example 6), preaiablement 
dig6r6 avec Pst\ et Not\ t pour donner le plasmide pAB028 (7720 pb) (Figure N° 

11) . 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB029 (gAne FHV gD) 
1 5 Une reaction de PCR a 6t6 realis^e avec I'ADN g6nomique de I'herp6svirus felin 
(FHV-1 ) (Souche C-27) (S. Spatz et aL J. Gen. ViroL 1994. 75. 1235-1244), 
prepare selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB065 (36 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'AAAACTGCAGCCAATGATGACACGTCTACA I HUG 3' 
20 AB066 (33 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3' 

pour amplifier le gine codant pour la glycoproteins gD du virus FHV-1 sous la 
forme d'un fragment Pstl-Bglll. Aprds purification, ie produit PCR de 1 147 pb 
a et6 dig4r$ par Psti at Bgi\\ pour isoler un fragment Pstt-Bglll de 1 1 29 pb. Ce 
25 fragment a ligaturi avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 
digere avecPsfl atBglU, pour donner le plasmide pAB029 (5982 pb) (Figure N° 

12) . 



Exemple 16 : Construction du plasmide pA8010 (gdne FCV C) 
30 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a et* reaiisee avec 
TARN g<§nomtque du calicivirus fdlin (FCV) (Souche F9) (M. Carter et aL 
Virology. 1992. 190. 443-448), prepare selon la technique de I'exemple 3, et 
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(R. Olmsted etal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8096.). prepare 
salon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
A8154 (32 mer) (SEQ ID N° 27) 

5'ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3' 
5 AB155 (33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3* 

pour amplifier un fragment de 4635 pb contenant le gene codant pour les 
prolines Gag et Pro du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un 
fragment Sall-8glll. Apres purification, le produitde RT-PCR a ete digere par Sa/l 
10 et 8gA\ pour donner un fragment Sall-8glll de 4622 pb. 

Ce fragment a eta" ligaturd avecle vecteur pVR101 2 (exemple 6), pr^alablement 
dige>e" avec Sa/l et BgA). pour donner le plasmide pAB083 (7436 pb) (Figure N° 
15). 

1 5 Example 19 : Construction du plasmide pA8041 (gene G du virus de la rage) 
Una reaction RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN g^nomique du virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis er a/. Nature. 
1981. 294. 275-278). prepare selon la technique de I'exemple 3 r et avec les 
oligonucleotides suivants: 

20 A801 1 (33 mer) (SEQ ID N° 29) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 

A801 2 (34 mer) (SEQ ID N° 30). 

5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 
pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gene codant pour la 
25 glycoproteine G du virus de la rage. Apres purification, le produit de RT-PCR a 
ete digere par Pst\ et SamHl pour donner un fragment Pstl-8amHI de 1 578 pb. 
Ca fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple €). preaiablement 
digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pA8041 (6437 pb) (Figure 
N° 16). 

30 

Exemple 20 : Production et purification dee plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux. on 
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1 ml administre en 10 points de 0,1 mi ou en 20 points da COS ml. Les 
administrations intradermiques sont realisees apr6s avoir rase la peau (flanc 
thoracique en general) ou bien au niveau d'une region anatomique relativement 
glabra, par exemple la face interne de la cuisse. 

On peut aussi utiliser un apparail d'injection k jet liquide (sans aiguille) pour les 
injections intradermiques. 
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ng a 1 mg, de preference de 100 ng 4 500 p.g, plus 
pref erentiellement encore de 1 ng 4 2S0 ^9 de chaque plasmide. 

8. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides tels que 
decries dans l'une quelconque des revendicat ions 14 7, pour la 

5 fabrication d'un vaccin destine 4 vacciner les chats primo- 
vaccines au aioyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antig&nes cod6s par le ou les plasmides ou 
10 antig^nes assurant una protection croisee. 

9. Kit: de vaccination pour chat regroupant une formule de 
vaccin selon l'une quelconque des revendications 1 4 8 et un 
vaccin pour chat choisi dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unit^, 

15 vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant l'antig4ne 
cod6 par le vaccin polynucl^otidique ou un antig4ne assurant 
une protection crois6e, pour une administration de ce dernier 
en primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de 
vaccin. 

2Q 10. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 

revendications 14 8, accompagn^e d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin pour 
chat choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unit6, vaccin 

25 recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigtaa cod6 par 
le vaccin polynucl^otidique ou un antigfcne assurant une 
protection croisAe- 

30 



35 



FEUILLE DE REMPLACENIENT (REGLE 26) 



WO 98/03660 



1/19 



PCT/FR97/01315 




Bglii SamHi 



WO 98/03660 



2/19 



PCT/FR97/01315 



6610 237 




WO 98/03660 PCT/FR97/01315 

3/19 

l iT^'"-AAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAAGATAAGACTTTCTCGTCGGACCTAATGATT 
LMscCluSlyProThtHi.PtoLy.ProSatLyiA.piy.ThcPhaS.cTrpMpl.auMatHe 

190 GCAACCCTGACAGACCCCTTCCCTACCATGTATTTTGAC^ATGTGATAT^TAOTAAlATACA 
e^ClyThrL.^ThlA.pAl.Ph.P^TllEa.eTyVtll.A^Pt-uCy'A'P"" 11 * 01 ***" 1 " 

JM TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGGATGTGATCAGCCTATCAGGAGGTGG 

1 16 CGACAGAGAAACACACCCTTTTATGTCTGTCCAGGACATGCCAACCGGAAGCAATGTGGGGGG 
10^««TSArXnThrP.=Ph.WV. l cy.PP<.ol,al.Al.A.»Ar,I,,.ol»cy.Olyaly 

757 CCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC 
820 CAAGGCAACGGAG^ACCCCAGOTGTAACTCTTGTTAAT^ 
883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCW^^ 

295> ProValTter»roAl»s«rProLy«ArgIl«01yThs01yA»aAr«t,«uli*A«au « 

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAA^ 

316>01yThrTyrt«uAl*I.«uA«nAlaTnrAipPsoA«aty«TnrLy«A*pCy«TrpMu y 

1009 CTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGArrGCAATCTT^ 

!072 CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAAC^ 

U35 GGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAAGACCCA^ 
379>GlyL«uCy«H«olyThrV*lProty«ThtKi»OlnAl»L«uCy«A«a-y«Tns 

U93 CATACAGGGGCTCACTATCTAGCCGCCCCCAATG^ 
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L26L ACCCCATGCATTTCCATGGCAGTGCTCAATTGGACCTCTGATTTTTGTGTCTTAATCGAATTA 
42 1> ThrProCyaIl*S«rM«tAl*VAlL«uA«tiTrpirhrS«rA«pPh#Cy«VAlL«uIl«GluL«u 

L324 TGGCCCAGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCGACAAAGCTGTCAGG 
442* TrpProArgVAlThrTyrKi«OlnProOluTyrIl«iryrThrHi«Ph«A«pLy»AlAV*lAcg 



1954 CAACAGATACAGCAATATGATCCGGACCGACCATGA 
6S2KsindlnIl«Oln01a*y«A«P»*«*«P* ,: «'»* o,# * 



WO 98/03660 



PCT/FR97/01315 



5/19 




WO 98/03660 



PCT/FR97/01315 



6/19 

I ATCTCTGCAGCCTCTAGTCGCACAGCCATTGCGGCTCATCTCTTTGCGGTCTCACCTGAATAC 
^MecS«cGlyAUSarSerGlnhrAUIl«GlyAUHiiL«uPheGlyValSacProGluTyr 

r -- A Z GC7GTTG ATGGG AGAGG AGGG AGCCGG ACCCTC AAGGTCTCTTTCTGAGGTTT^ ATTTTCG 
22UrgVaHamUGlyAipGluGlyAl*OlyProS«rArgS«rL«uS«tGluVUS«c?heSar 

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTTTGTCTGGTTGCGTCTTTTCTTGTC 
43>ValTrpTyrG3.nArgArgAUAUArgUuVtiiXiPhtCyiI,«uVtUUS«cPheLtuVtl 

190 CCTTGTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGGCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGC 
60PrQCyiLtuThrPhat«untAUGluThrV4lM«tciyGlnThrIl«ThrThrProUuS«r 

252 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGGCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGGTCCGG 
35> LeuThrL«uA«pHi*TrpS«rGXuVaXArgAX*ArgAX*Hi«A«aOXaGXyV*XGXuVaXArg 

315 AAAAAGAAATGGATTACCTTATGTGAGGCCGAATGGGTGATGATGAATGTGGGCTGGCCCCGA 
105 ► LyiLyiLyiTrpIl«ThrL«uCyiGluAUGluTtpV4lMttM«eAinV4lGlyTrpProArg 

379 GAAGGAACTTTTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTGAAAAGAAGATCTTCGCCCCGGGACCA 
127>GXuGlyThrPh«S«rL«uAaps«rlX*S«caXaVaXOXuLy«Ly«lX«Ph«AX*ProaXyPro 

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT 
148> Tyro lyHliProAip01nV*lProTyrZUThrThrTrpArgS«cL«uAl4ThrAfpPro Pro 

SOS TCGTCGGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCAAACCTCCCACACCCCTCCCTCAACCTCTTTCG 
169 ► S«rTrpV4lArgProPh«I.4uProPtoProLyiProProThrProL4uProaiaProL«uSir 

563 CCGCAGCCCTCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAGCCAGACCCCCCC 
190 ► Pro01nProS«rAltProL4uThrS4t3«rL«uTyrProV4Hi«uProLyiProAipProPro 

6 3 1 AAACCGCCTGTGTTACCGCCTGATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAAGAGCCA 
211> LyiProProV4iL«uProProAapProl4rS«rProL4uIl«A4pL4uL#uThtGluGiuPro 

694 CCTCCCTATCCGGGGGGTCACGGGCCACCGCCATCAGGTCCTAGGACCCCAACCGCTTCCCCG 
232> Pro?roTyrPro01yaiyHi«aiyProProProJ«eoiy>roArgTHrProThrAl*a«r»ro 

757 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACGAGAAAACCCTGCTGAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG 

253 ► Xl«Al%9«rArgXi*uAra01uAr9ArgaiuAfliiffroAlaOXuaiu9«c01&AXaXi«uVroL«a 

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG 
274> ArgOXuOXyProA«aA«aArgProGXaTyrTrpProPta«S«rAlaS«rA«pL«uTyrA*aTrp 

333 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCC AAGATCCAGTGGCCCT AACTAACCT AATTGAGTCC ATT 
295 ► OY«S«rHi«A«nProProph«S«raXaA«pProVaXAX*L«uTtirA«aL«uXX«aiuS«rXX« 

946 TT AGTG ACGC ATC AACC AACCTGGG ACGACTGCCAGCAGCTCTTGC AGGCACTCCTG AC AGGC 
3X6* L«uValThrHi«01nProThrTrpA«pA«pCyiGXa01aL«uL«uOlnAiAL«uL«uThrOiy 

L009 GAAGAAAGGCAAAGGGTCCTTCTTGAGGCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA 
337> GXuGXuArgGXaArgVAXL«uL«uOXuAXaArgLy«GXaVaXProOXyOXuA«pOXyArgPro 

1072 ACCCAACTACCCAATGTCATTGACGAGACTTTCCCCTTGACCCGTCCCAACTGGGATTTTGCT 
3So> ThcGUL«uPcoAinV4lIl«AipGluthrPhtProL«uThrArgPcoAsnTrpAipPh«Ala 

1 1] 5 ACGCCGGC AGGTAGGGAGCAeCTACGCCTTTATCGCCAGTTGCTATTAGCGGGTCTCCGCGGG 
379>ThrProAlaciyArg01uHi4L4uAcgUuTyrArgGUL4uL4uUuAl401yUuArgGiy 
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1193 C-CTGCAAGACGCCCCACTAATTTGGCACAGGTAAAGCAGGTTGTACAAGGGAAAGAGGAAACG 
400 ► AlaAUArgArgProThrAanLauAlaGlnVaHygGinVtlVilGlnGlyLyiGluGluThr 

1251 CCAGCAGCATTTTTAGAAAGATTAAAAGAGGCTTATAGAATGTACACTCCCTATGACCCTGAG 
42 1> ProAlaAUPhaL«uGUArgL«uLyiGluAUTyrArgM«tTyrThrProTyrA«pPtoGXu 

1324 GACCCAGGGCAAGCGGCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA 
442^AipProGlyGlnAUAUS«tV*lll«L«uS«cPh«Il«TyrGlnS#c3«rProAipIltArg 

1337 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTGCTAAAAGAGGCA 
463 ► AanLyiL«uGlnArgL«uGluGlyL*uGlnGlyPh«ThrL«uS«rAfpL«uI*«uI,yiGluAla 

14S0 GAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGCAGCGACAG 
484 ► GULyilUTytAiaLytArgGluThrProGluOluArgGluGluArgLtuTrpQUAcgGln 

1513 G AAG AAAG AG AT AAAAAGCGCC AC AAGGAGATG ACTAAAGTTCTGGCC AC AGT AGTTGCTC AG 
505 ► GlaGluAcgAfpLy«LytAtgKlfUyi01ttM«tThrLyiV4lI.«uAUThEVAiVAlAl*Gln 

1576 AATAGAGATAAGGATAGAGAAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTCTGGGGAAA 
526^A«nXrgA«pLy«A«pAraaiu01uJ*rLy«L«u01yA«p01aArgLy«Il*ProL#ttOXyLy« 

1639 GACCAGTGTGCCTATTGCAAGGAAAAGGGGCATTGGGTTCGCGATTGCCCCAAACGACCCAGG 
547 ► A«pOXnCy»AX*TyrCy«Ly«OXuLy«OXyHi«TrpVaXArgA«pCy«ProLy»ArgProArg 

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC 
568» LytLys?roAlaAsnS«rfhrL«uL«uAaaL«ttGlyAip« • • 

1* QXuX l«ArgArgV*lArgAltAtgThrPt 

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGAC 

10^ oPro?roaiuProArgIl«ThrL«uLy«Xl«aiyaiyainProv*lTlirPh«L«uV*lA«pTh 
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGGT 
Zl> rGlyAlaainHiMS^rVal^^uThrArgFroAipOXyProL^ua^rAtpArgTlxrAlaL^uV* 
1891 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC 
52 ► iGinaiyAlATbr01ya«rLy«A«nTyrArgTrpTh5THrAapArgArgVaiainL«uAiATn 
1954 CGGTAAGGTGACTCATTCTTTTTTATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGA 
73 ► rClyLy«VAlThrHi«S«cPh«L«uTyrVAlPro01uCytProtyrProL«uL«uaiyArgA« 
2017 CCTATT AACTAAACTTAAGGCCCAAATCC ATTTTACCGGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGCCC 
94 ► pL«uL«uThrLyiL«uLy«AlA01nIl«tti«9h«Thr0lyaitt<SlyAX*A«nV4lVAiaiy9r 
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTTTACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC 
U5^oArgGlyO«uProLiuGlnVaH«uThrL«ttGUUttOluGluGluTytAcgL«uPhtOUPr 
214 3 AGAAAGT AC AC AAAAACAGG AGATGGACACTTGGC7TAAAAACTTTCC.CCAGGCGTGGGC AG A 
135>oGluS«tThrGlnLy8GlnGUM«tAipThrTEpl*«uLyiAinPh«PtoGlllAUTrpAUGl 
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2206 AACAGGAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAGCCCCC jTTCTCATTCAACTTAAGGCTACTGC 
157V uThrClyGLyMetClyM«tAliHliCyiGlnAUPtoV»lL«uIl»Olnt«uLyiAl»ThEXl 

2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA 
178» aThrProI l«s«rIl«Arg01nTyrProM«eProHi«CiuAlaTyrCln01yIl«Ly«ProHi 

2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT 
199 ► « ii«AcgArgM«»eL«uA«palnaiytlat.«uLy«ProCya<JlnS«rProTrpA«nThrProL« 

2 395 ATTACCTGTTAAGAAGCC AGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAA 
220>uL«uProvalLy«Ly«ProOlyTnromA«pTyrArgProv»lolnA«pL«uAr«OlttV«lA« 
2 458 C AAAAG AGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC 
241^nLytArgV*101uA«pIl«Hl»ProTHrValProA«nProTyrA«nI.«uL«tt3«r*hrL«ttPr 
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAAAGGACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA ^ 

262>oProS«rHt.ProTrpTyxTJirV»lL«uA«pt.«ttLy«A«pAl»Ph«Ph«Cy.L«uArflI.««Mi 
2584 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGCCA 
2a3^«a«rOlua«rainL«uL«uPh«Al*»h«oittTrpArgA«pPro01uIl«alyL«uS«r01yal 
2 647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT 
304>m.«ttThrTcpTfcrAr»&«u»roOlnOlyPh«ty«A«nS«r»roThrL«uPh«A«p<31ttAlal.« 
2710 GCACTCAGACCTGGCCGATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTACAATATGTAGA 
325>uHi«a«cA«pL««AlmA«p»h«Ar«V«lAegTyr»roAXaI.«tiValL«ul.«tt01ii»yrValA« 
2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA 
346>pA«pL««I.«ttL«aAlaAlaAlaThrAx«Thral.aCy«I.«ualtiaiyTlirr.y«AlaI.«ttLauai 
2336 GACTrTGGGCAATAAGGGGTACCGAGCCTCTGGAAAGAAGGCCCAAATTTGCCTGCAAGAAGT 
367>uThrL«ualyAaaI.y.01yTyrArgAlaS«eOlyt.y«t.yaAlaOloH«CyaL«uOln01uVa 
2399 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC 
388> lThrTyrL«uGlyTyrS«rL«uLy«A«pOlyalnAr«TcpL«uThrLy«AlaArgLy«OluAl 
2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG 
409^all«L«uS«i:Il«ProValPrpLy«A«nProArgOlnV*lArgOluPh«t.«uOlyThrAla 
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